Анализ ассоциации полиморфных вариантов генов матриксных металлопротеиназ 1 и 2 типов с риском развития ишемического инсульта: пилотное исследование у жителей центральной России by Рымарова, Л. В. et al.
280    НАУЧНЫЕ ВЕДОМОСТИ                      Серия Медицина. Фармация. 2018. Том 41. № 2  
 
УДК 575.174.015.3:616.831-005.4(470.31) 
DOI: 10.18413/2075-4728-2018-41-2-280-287 
 
АНАЛИЗ АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ  
МАТРИКСНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ 1 И 2 ТИПОВ С РИСКОМ РАЗВИТИЯ 
ИШЕМИЧЕСКОГО ИНСУЛЬТА: ПИЛОТНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ У ЖИТЕЛЕЙ 
ЦЕНТРАЛЬНОЙ РОССИИ 
 
ANALYSIS OF ASSOCIATION STUDY BETWEEN POLYMORPHIC VARIANTS  
OF GENES ENCODING MATRIX METALLOPROTEINASES TYPES 1 AND 2 
AND THE RISK OF ISCHEMIC STROKE: PILOT STUDY IN THE CENTRAL  
RUSSIA POPULATION 
 
Л.В. Рымарова 1, Е.Ю. Клѐсова 1, А.В. Волкова 2, О.Ю. Бушуева 1, Ю.Э. Азарова 1,  
В.Б. Ласков 1, А.В. Полоников 1 
L.V. Rymarova
 1
, E.Yu. Klyosova
 1
, A.V. Volkova
 2
, O.Yu. Bushueva
 1
, I.E. Azarova
 1
, 
V.B. Laskov
 1
, A.V. Polonikov
 1 
 
1 Курский государственный медицинский университет, Россия, 305041, г. Курск, ул. Карла Маркса, 3 
2 Академия биологии и биотехнологии имени Д.И. Ивановского Южного федерального университета, 
Россия, 344090, Rostov-on-Don, проспект Стачки, 194/1 
 
1
 Kursk State Medical University, 3 Karl Marx St, Kursk, 305041, Russia 
2
 Academy of Biology and Biotechnologies Southern Federal University, 
194/1 Stachki Ave., Rostov-on-Don, 344090, Russia  
 
E-mail: polonikov@rambler.ru 
 
Аннотация 
Полиморфные варианты генов матриксных металлопротеиназ представляют собой привлекатель-
ный объект для тестирования ассоциаций с риском развития ишемического инсульта. До настоя-
щего времени исследований по вовлеченности полиморфизмов генов матриксных металлопротеи-
наз в развитие ишемического инсульта в российских популяциях не проводилось. Целью настоя-
щего исследования является анализ ассоциации полиморфных вариантов генов матриксных ме-
таллопротеиназ 1 (MMP1 rs1799750) и 2 (MMP2 rs243865) типов с риском развития ишемического 
инсульта (ИИ) у жителей Центральной России. Результаты настоящего исследования, а также ис-
следований, выполненных в других популяциях мира, демонстрируют важнейшую роль синергиз-
ма во взаимодействии полиморфных вариантов различных генов матриксных металлопротеиназ в 
формировании предрасположенности к ишемическому инсульту, диктуя необходимость дальней-
ших исследований в данном направлении. 
 
Abstract 
Polymorphic variants of matrix metalloproteinase genes are an attractive object for testing associations 
with the risk of ischemic stroke. To date, no studies have been done to assess the contribution of poly-
morphisms of matrix metalloproteinase genes in the development of ischemic stroke in Russians. The 
purpose of this study was to analyze the association between polymorphic variants of the genes encoding 
matrix metalloproteinases type 1 (MMP1 rs1799750) and 2 (MMP2 rs243865) and the risk of ischemic 
stroke (IS) in Russians from Central Russia. The results of this study, as well as studies performed in oth-
er populations clearly demonstrate the crucial role of synergy in the interaction between polymorphic var-
iants of matrix metalloproteinase genes in the predisposition to ischemic stroke, thereby dictating the need 
for further research in this direction. 
 
Ключевые слова: ишемический инсульт, генетическая предрасположенность, матриксные метал-
лопротеиназы, однонуклеотидный полиморфизм, анализ ассоциации  
Keywords: ischemic stroke, genetic predisposition, matrix metalloproteinases, single nucleotide poly-
morphism, association analysis. 
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Введение 
 
Сосудистые заболевания головного мозга остаются актуальной медико-социальной 
проблемой. На сегодняшний день около 9 миллионов человек в мире страдают церебро-
васкулярными болезнями, ежегодно регистрируется более 15 миллионов новых случаев 
инсульта, причем более половины пациентов умирают в течение первого года после раз-
вития болезни и около 80% выживших больных остаются инвалидами [Суслина и др., 
2009]. Наиболее распространенной цереброваскулярной патологией является ишемиче-
ский инсульт, подавляющее большинство случаев которого развивается на фоне атеро-
склероза мозговых артерий. Многочисленными исследованиями отечественных и зару-
бежных учѐных было показано, что генетические факторы играют значимую роль в разви-
тии и течении ишемического инсульта [Давиденкова и др., 2006; P. Sharma et al., 2013; 
Lindgren, 2014]. К настоящему времени идентифицирован широкий спектр полиморфных 
вариантов генов, ассоциированных с развитием ишемического инсульта в различных по-
пуляциях мира. К таким генам можно отнести гены системы гемостаза, включая ген фиб-
риногена, тромбоцитарного гликопротеина GP IIb/IIIa, V, VIII и XII факторов свертыва-
ния, протромбина; гены, регулирующие фибринолиз (tPA, PAI-1), гены ренин-
ангиотензиновой системы, NO-синтетазы, метаболизма сывороточных липидов и гомоци-
стеина [Sharma et al., 2013].  
Известно, что одним из пусковых механизмов развития ишемического инсульта яв-
ляется дестабилизация атеросклеротических бляшек и тромбообразование в сонных артери-
ях [Stoll et al., 2008; Пигаревский и др., 2015]. Предполагается, что в формировании указан-
ных патологических процессов могут участвовать матриксные металлопротеиназы – вне-
клеточные цинк- и кальций-зависимые ферменты эндопептидазы, способные гидролизиро-
вать все типы белков внеклеточного матрикса и таким образом ремоделировать соедини-
тельную ткань посредством разрушения ее органических компонентов [Nagase et al., 1999; 
Турна и др., 2009]. К настоящему времени известно 28 представителей семейства матрикс-
ных металлопротеиназ, характеризующихся разнообразными биологическими функциями и 
специфической экспрессией в органах и тканях. В этой связи полиморфные варианты генов 
матриксных металлопротеиназ стали привлекательным объектом для тестирования ассоци-
аций с риском развития ишемического инсульта [Пигаревский и др., 2015; Пальцын, 2017]. 
Однако подавляющее большинство генетико-ассоциативных исследований выполнено по 
поиску патогенетической взаимосвязи ишемического инсульта с полиморфными варианта-
ми генов матриксных металлопротеиназ 1, 3 и 9 типов [Wen et al., 2014; Chang et al., 2016]. 
Анализ доступных литературных данных свидетельствует о том, что до настоящего време-
ни исследований по вовлеченности полиморфизмов генов матриксных металлопротеиназ в 
развитие ишемического инсульта в российских популяциях не проводилось. 
Целью настоящего исследования является анализ ассоциации полиморфных вари-
антов генов матриксных металлопротеиназ 1 (MMP1 rs1799750) и 2 (MMP2 rs243865) ти-
пов с риском развития ишемического инсульта (ИИ) у жителей Центральной России. 
 
Материалы и методы 
 
Материалом для исследования послужила выборка неродственных индивидов из 
числа жителей Центральной России (преимущественно уроженцев Курской области) рус-
ской национальности общей численностью 870 человек, включая 481 больного ишемиче-
ским инсультом атеротромботического типа (276 мужчин и 205 женщин, средний возраст – 
60.7 10.1 лет) и 389 лиц контрольной группы (214 мужчин и 175 женщин, средний воз-
раст – 59.8 9.5 лет). Больные ИИ находились на стационарном лечении в неврологических 
отделениях Курской областной клинической больницы и городской больницы скорой ме-
дицинской помощи, как описано нами ранее [Polonikov et al., 2012; Бушуева и др., 2015; 
Стецкая и др., 2017]. Контрольная группа включала относительно здоровых добровольцев, 
не имеющих каких-либо хронических заболеваний. Все пациенты подписали информиро-
ванное согласие на участие в исследовании, протокол исследования был одобрен Регио-
нальным этическим комитетом при Курском государственном медицинском университете 
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(протокол № 4 от 14.04.2014 г.). Пациенты включались в соответствующую группу боль-
ных ИИ только после установления диагноза заболевания, подтвержденного с помощью 
клинических и лабораторно-инструментальных методов обследования, включая невроло-
гический статус и данные компьютерной томографии головного мозга. Группы больных 
ИИ и здоровых индивидов не отличались как по полу, так и по возрасту (P>0.05).  
У всех пациентов проводился забор венозной крови в пробирки с 0.5М раствором 
ЭДТА, после чего кровь замораживали при –20 ºС до выделения ДНК. Геномную ДНК 
выделяли стандартным методом фенольно-хлороформной экстракции и преципитации 
96% этанолом. Генотипирование полиморфных вариантов rs1799750 гена MMP1 и 
rs243865 гена MMP2 осуществлялось на амплификаторе CFX96 (BioRad, США) методом 
полимеразной цепной реакции в режиме реального времени с дискриминацией аллелей с 
помощью TaqMan-зондов согласно протоколам, опубликованным в литературе [Okayama 
et al., 2005; Wallace et al., 2006]. Праймеры и TaqMan-зонды были синтезированы компа-
нией «Синтол» (г. Москва). Структура праймеров и TaqMan-зондов для генотипирования 
исследуемых полиморфных вариантов генов представлена в таблице 1. 
Для оценки качества выполненного генотипирования случайным образом было 
отобрано 95 образцов, которые использовались для проведения повторного генотипирова-
ния по исследуемым полиморфизмам. Результаты повторного генотипирования отобран-
ных образцов ДНК полностью соответствовали первоначальным данным генотипирова-
ния. Молекулярно-генетические исследования проводились в лаборатории геномных ис-
следований НИИ генетической и молекулярной эпидемиологии Курского государственно-
го медицинского университета (директор – доктор медицинских наук, профессор А.В. По-
лоников). 
 
Таблица 1 
Table 1 
Структура праймеров и TaqMan-зондов для генотипирования 
исследуемых полиморфных вариантов генов 
Structure of primers and TaqMan probes for genotyping of polymorphic variants of genes 
 
Ген SNP ID Последовательности праймеров и TaqMan-зондов 
MMP1  
C/-(rs1799750) 
F: 5′-ACATGTTATGCCACTTAGATGAGGAAA-3′ 
R: 5′-GCGTCAAGACTGATATCTTACTCATAAACAATA-3′ 
5′- FAM-TTGAGATAAGTCATATCTTTCTA-RTQ1-3′ 
5′- ROX-TTGAGATAAGTCATATCCTTTCTA-BHQ-3′ 
MMP2  
C/T (rs243865) 
F: 5′-GCCATTGTCAATGTTCCCTAAAACA-3′ 
R: 5′-TGACTTCTGAGCTGAGACCTGAA-3′ 
5′- FAM-CTAAAGAGGTAGAGTGCT-RTQ1-3′ 
5′- ROX-CTAAAGAGGTGGAGTGCT-BHQ2-3′ 
 
Для анализа ассоциаций аллелей и генотипов с риском развития ИИ использовался 
логистический регрессионный анализ. Для анализа ассоциации ДНК-маркеров и риска 
развития ИИ рассчитывались показатели отношения шансов и 95%-й доверительные ин-
тервалы с коррекцией по возрасту. Статистический анализ проводился с использованием 
статистического пакета SNPstats [Solé et al., 2006]. 
 
Результаты 
 
Частоты генотипов соответствовали распределению Харди-Вайнберга в обеих 
группах (P>0.05). Данные о частотах аллелей и генотипов полиморфных вариантов генов 
MMP1 и MMP2 у больных ишемическим инсультом и здоровых индивидов представлены 
в таблице 2. 
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Таблица 2 
Table 2 
Частоты аллелей и генотипов полиморфных вариантов генов MMP1 и MMP2 
у больных ишемическим инсультом и здоровых индивидов 
Frequencies of alleles and genotypes of polymorphic variants of MМP1 and MМP2 genes 
in patients with ischemic stroke and healthy individuals 
 
Ген (SNP ID) 
Генотип, 
аллель 
N (%) 
P-уровень OR (95% CI)1 
здоровые больные ИИ 
MMP1  
(rs1799750) 
-/- 102 (27.8) 132 (27.6) 
0.57 
1.00 
-/С 196 (53.4) 243 (50.8) 0.95 (0.69-1.31) 
С/С 69 (18.8) 103 (21.6) 1.15 (0.77-1.72) 
С 334 (46.5) 449 (47.0) 0.55 1.06 (0.87-2.29) 
MMP2 
(rs243865) 
С/С 230 (61.0) 297 (62.5) 
0.85 
1.00 
С/T 132 (35.0) 161 (33.9) 0.94 (0.70-1.25) 
T/T 15 (4.0) 17 (3.6) 0.86 (0.42-1.75) 
T 162 (21.0) 195 (21.0) 0.63 1.06 (0.87-2.29) 
 
Примечание: 1 – отношение шансов и 95%-й доверительный интервал, скорректированные 
по возрасту. 
 
Как видно из представленных в таблице 2 данных, между группами больных ИИ и 
контроля не наблюдалось статистически значимых различий как в частотах аллелей, так и 
генотипов (P>0.05). Сравнительный межгрупповой анализ частот аллелей и генотипов, 
стратифицированный по полу (табл. 3), также не выявил статистически значимых ассоци-
аций полиморфных вариантов rs1799750 гена MMP1 и rs243865 гена MMP2 с развитием 
ишемического инсульта как у мужчин, так и у женщин (P>0.05).  
Также нами не были установлены различия в частотах аллелей и генотипов между 
группами больных ИИ и здоровых индивидов, стратифицированных по фактору риска 
мозгового инсульта – курению (данные не представлены).  
 
Таблица 3 
Table 3 
Частоты аллелей и генотипов полиморфных вариантов генов MMP1 и MMP2  
у больных ишемическим инсультом и здоровых индивидов (стратификация по полу) 
Frequencies of alleles and genotypes of polymorphic variants of MMP1 and MMP2 genes  
in patients with ischemic stroke and healthy individuals (sex stratification) 
 
Ген  
(SNP ID) 
Г
ен
о
ти
п
, 
ал
л
ел
ь Мужчины, N (%) Женщины, N (%) 
здоровые 
больные 
ИИ 
P-
уровень 
OR 
(95% 
CI)
1
 
здоровые 
больные 
ИИ 
P-
уровень 
OR 
(95% 
CI)
1
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
MMP1  
(rs1799750) 
-/- 52 (26.5) 76 (27.6) 
0.55 
1.00 50 (29.2) 56 (27.6) 
0.90 
1.00 
-/С 
106 
(54.1) 
136 
(49.5) 
0.87 
(0.56-
1.35) 
90 (52.6) 
107 
(52.7) 
1.05 
(0.66-
1.69) 
С/С 38 (19.4) 63 (22.9) 
1.15 
(0.67-
1.96) 
31 (18.1) 40 (19.7) 
1.14 
(0.62-
2.08) 
С 
182 
(46.4) 
262 
(47.6) 
0.61 
1.05 
(0.81-
1.36) 
152 
(44.4) 
187 
(46.1) 
0.66 
1.07 
(0.80-
1.43) 
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Окончание табл. 3 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
MMP2 
(rs243865) 
С/С 
126 
(60.9) 
169 
(62.1) 
0.29 
1.00 
104 
(61.2) 
128 
(63.1) 
0.32 
1.00 
С/T 70 (33.8) 96 (35.3) 
1.02 
(0.69-
1.50) 
62 (36.5) 65 (32.0) 
0.84 
(0.54-
1.30) 
T/T 11 (5.3) 7 (2.6) 
0.46 
(0.17-
1.22) 
4 (2.4) 10 (4.9) 
2.00 
(0.61-
6.57) 
T 92 (22.2) 
110 
(20.2) 
0.45 
0.89 
(0.65-
1.21) 
70 (20.6) 85 (20.9) 0.91 
1.02 
(0.72-
1.46) 
 
Примечание: 1 – отношение шансов и 95%-й доверительный интервал, скорректированные 
по возрасту. 
 
Для оценки вклада межгенных взаимодействий в развитие ИИ нами был проведен 
анализ ассоциации парных сочетаний генотипов MMP1 и MMP2 с риском развития болез-
ни (табл. 4). Как можно увидеть из таблицы 4, статистически значимых различий в часто-
тах парных сочетаний генотипов MMP1 и MMP2 между группами больных ишемическим 
инсультом и здоровых индивидов не наблюдалось (P>0.05). Однако была выявлена отчет-
ливая тенденция к накоплению среди больных ИИ сочетаний генотипов MMP1 и MMP2 
по аллелям дикого типа (P=0.066). 
 
Таблица 4 
Table 4 
Анализ ассоциации парных сочетаний генотипов MMP1 и MMP2  
с риском развития ишемического инсульта 
Analysis of the Association of paired combinations of MMP1 and MMP2 genotypes  
with risk of ischemic stroke 
 
Сочетания генотипов 
Здоровые 
Больные 
ИИ P-уровень OR (95% CI) 
N % N % 
MMP1 C/C  MMP2 C/C 34 9.6 65 13.8 0.07 1.51 (0.97-2.34) 
MMP1 C/C  MMP2 C/T 31 8.7 33 7.0 0.35 0.79 (0.47-1.31) 
MMP1 C/C  MMP2 T/T 3 0.8 4 0.8 1.00 1.00 (0.22-4.51) 
MMP1 C/-  MMP2 C/C 121 34.1 150 31.8 0.48 0.90 (0.67-1.21) 
MMP1 C/-  MMP2 C/T 64 18.0 78 16.5 0.57 0.90 (0.63-1.29) 
MMP1 C/-  MMP2 T/T 6 1.7 10 2.1 0.66 1.26 (0.45-3.50) 
MMP1 -/-  MMP2 C/C 62 17.5 79 16.7 0.78 0.95 (0.67-1.37) 
MMP1 -/-  MMP2 C/T 28 7.9 50 10.6 0.19 1.38 (0.85-2.25) 
MMP1 -/-  MMP2 T/T 6 1.7 3 0.6 0.15 0.37 (0.09-1.50) 
 
Обсуждение 
 
Матриксные металлопротеиназы представляют собой привлекательный объект для 
генетических исследований молекулярных механизмов развития атеросклероза, и в частно-
сти ишемического инсульта, в связи с широким спектром их физиологических и патологи-
ческих эффектов в органах и тканях, включая влияние на ангиогенез, пролиферацию, ми-
грацию и дифференциацию клеток, апоптоз, участие в активации и деактивации хемокинов 
и цитокинов [Пигаревский и др., 2015; Nagase et al., 1999]. MМP1 – внутритканевая колла-
геназа, синтезируемая фибробластами, хондроцитами, остеобластами, макрофагами, кера-
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тиноцитами и эндотелиальными клетками, принимает участие в деградации коллагеновых 
нитей в процессе ремоделирования экстрацеллюлярного матрикса [Nagase et al., 1999]. Суб-
стратами для MМP1 являются коллагены I, II, III, VII, VIII и X типов, желатин, аггрекан, 
протеогликан-связанный белок, α1-антитрипсин, L-селектин, интерлейкин-1, белки, связы-
вающие инсулиноподобный фактор роста, а также металлопротеиназы 2 и 9 типов [Nagase 
et al.,1999; Турна и др., 2009; Шадрина и др., 2017]. MMP2 – желатиназа-A, экспрессирую-
щаяся преимущественно в мезенхимальных клетках в процессе развития и регенерации тка-
ни. Она гидролизирует коллагены I, IV, V, VII, X XI и XIV типов, эластин, фибронектин, 
ламинины, некоторые цитокины (интерлейкин-1), металлопротеиназы 1, 9 и 13 типов. По 
информации порта bioGPS (http://biogps.org), максимальный уровень экспрессии гена MMP1 
имеет место в гладкомышечных клетках и кардиомиоцитах, тогда как уровень экспрессии 
гена MMP2 – в гладкомышечных клетках, теле матки, кардиомиоцитах и жировых клетках. 
Учитывая столь широкий спектр биологических эффектов, матриксные металлопротеиназы 
1 и 2 типов могут быть патогенетически связаны с развитием ишемического инсульта как 
посредством влияния на процесс формирования атерогенеза в сосудах (развитие атероскле-
роза каротидных артерий), так и обуславливая разрыв атеросклеротических бляшек и фор-
мирование тромбозов (осложнение атеросклероза).  
В рамках настоящего исследования впервые у жителей Центральной России прове-
ден анализ ассоциации полиморфных вариантов генов матриксных металлопротеиназ, а 
именно rs1799750 гена MMP1 и rs243865 гена MMP2, с риском развития ишемического 
инсульта. Хотя нами и не выявлено статистически значимых ассоциаций исследуемых ге-
нетических вариантов с развитием инсульта, тем не менее, частота носительства геноти-
пов по аллелям дикого типа была несколько выше у больных, чем у здоровых индивидов.  
Полиморфизм rs1799750 (также известен как полиморфизм -1607 1G/2G) располо-
жен в промоторе гена MMP1 и характеризуется дупликацией нуклеотида G (в антисмыс-
ловой цепи) или С (в смысловой цепи), сопровождающейся усилением транскрипционной 
активности гена вследствие создания сайта узнавания для транскрипционного фактора 
E26 [11]. Так же, как в нашем исследовании, ассоциация данного полиморфизма с риском 
развития ИИ не была обнаружена и у жителей Туниса [Chehaibi et al., 2014]. В то же самое 
время следует отметить, что данный полиморфизм в синергизме с полиморфными вариан-
тами гена MMP3 показал значимую ассоциацию с атеросклерозом каротидных артерий у 
итальянцев [Chang et al., 2016].  
Полиморфизм rs243865 (-1306C>T) также расположен в промоторной области гена 
MMP2, и генотип C/C ассоциирован с более высокой экспрессией гена в большеберцовой 
артерии (данные получены из GTEx portal, www.gtexportal.org) и плазме крови [Nie et al., 
2014], в сравнении с другими генотипами. В китайской популяции не была обнаружена 
ассоциация полиморфизма rs243865 с риском развития ИИ [Nie et al., 2014]. В то же время 
авторы данного исследования выявили статистически значимую ассоциацию ишемическо-
го инсульта с носительством другого промоторного варианта гена MMP2 (-735C), усили-
вающего его транскрипционную активность [Nie et al., 2014]. Таким образом, интерпрети-
руя возможную патогенетическую взаимосвязь исследованных нами генетических марке-
ров, следует отметить, что носительство функционально активных полиморфных вариан-
тов rs1799750 гена MMP1 и rs243865 гена MMP2, а именно сочетания генотипов по алле-
лям дикого типа (MMP1 C/C  MMP2 C/C), может характеризоваться более высокой ак-
тивностью обоих ферментов в сравнении с другими сочетаниями генотипов.  
 
Заключение 
 
Полиморфные варианты rs1799750 гена MMP1 и rs243865 гена MMP2 не ассоцииро-
ваны с риском развития ИИ у русских жителей Центральной России. Результаты настоя-
щего исследования, а также исследований, выполненных в других популяциях мира, 
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наглядно демонстрируют важнейшую роль синергизма во взаимодействии полиморфных 
вариантов различных генов матриксных металлопротеиназ в формировании предрасполо-
женности к ишемическому инсульту. Тем не менее, выдвинутое нами предположение о 
патогенетической значимости исследованных полиморфизмов требует подтверждения в 
независимых исследованиях. Дальнейшие исследования, касающиеся оценки вовлеченно-
сти генов матриксных металлопротеиназ в патогенез ишемического инсульта должны 
быть выполнены на выборках значительно большего объема с целью увеличения мощно-
сти статистического анализа и с привлечением более широкого спектра однонуклеотид-
ных полиморфизмов генов, кодирующих различные матриксные металлопротеиназы. Ис-
пользование такого комплексного подхода позволит дать всестороннюю оценку совмест-
ной роли данного класса генов в формировании предрасположенности к ишемическому 
инсульту и обозначить новые молекулярные мишени для терапии и профилактики заболе-
вания. 
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